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Resumo 
 
 
O objectivo geral deste trabalho consiste no estudo e avaliação de 
algumas técnicas de encapsulação de princípios activos utilizando 
polímeros biodegradáveis. No presente caso, pretende-se, desenvolver 
e aperfeiçoar a encapsulação de uma fluoroquinolona, a ciprofloxacina, 
utilizando a técnica de emulsão e evaporação do solvente. O poli(ácido 
láctico) (PAL) foi o polímero seleccionado para tal efeito. 
A fase inicial do trabalho consiste em verificar os efeitos das variáveis 
experimentais que têm uma maior influência na metodologia em causa. 
As variáveis analisadas foram a concentração da fase orgânica, a 
concentração da fase aquosa e a razão entre os volumes das fases
contínua (aquosa) e dispersa (orgânica). A caracterização das 
partículas obtidas foi efectuada em termos de tamanho e eficiência de 
encapsulação, parâmetros fundamentais na análise de um perfil de 
libertação controlada de um princípio activo. 
Na segunda fase desta dissertação pretende-se estudar a eficiência de 
encapsulação em termos estatísticos, de modo a descrever e prever o 
comportamento das variáveis no intervalo escolhido. Para tal, recorreu-
se ao planeamento experimental compósito central circunscrito, com
cinco níveis de variáveis e α=1,682. Na modelação dos dados 
experimentais utilizou-se o ajuste de modelos e as redes neuronais 
artificiais, sendo possível, com esta última descrever o comportamento 
em causa. 
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Abstract 
 
The main goal of this work is the study and evaluation of some 
encapsulation techniques of drugs using biodegradable polymers. In the 
present case, the development and improvement of the encapsulation of 
a fluoroquinolone (ciprofloxacin), using the poly(lactic acid), by emulsion 
solvent evaporation method was pursued. 
In initial part of the work consisted in testing the effects of the 
experimental variables that have a greater effect in the methodology 
under study. Various process parameters, such as polymer 
concentration (organic phase), surfactant concentration (aqueous 
phase) and continuous phase/dispersed phase ratio were analyzed. The 
obtained particles were characterized by size and encapsulation 
efficiency – two key parameters to study in a drug release.  
In the second part of this dissertation, the study of the drug release in 
statistical terms, to describe and predict the behavior of these variables 
in the chosen interval, was achieved. For that, the experimental central 
composite circumscribed was used at five levels and α=1,682. With that 
purpose in mind, the experimental planning of a group of analyses was 
then exploited, extracting its relevant information and respective 
modeling. In the experimental data modeling, the models adjustment 
and the artificial neuronal nets were used – being possible, with this last 
one, to describe the referred behavior. 
 
Índice 
i 
ÍNDICE 
Simbologia ........................................................................................................ iii 
Índice de Figuras............................................................................................. iv 
Índice de Tabelas ............................................................................................ vi 
Motivação ...........................................................................................................1 
1. Introdução geral.......................................................................................4 
1.1. Nanopartículas e Libertação Controlada .............................................7 
1.2. Métodos de preparação .......................................................................... 14 
1.2.1. Emulsão e Evaporação do Solvente.......................................................... 15 
1.2.2. Nanoprecipitação ....................................................................................... 16 
1.2.3. Salificação ................................................................................................... 17 
1.2.4. Emulsão dupla ............................................................................................ 18 
1.3. Análise Estatística .................................................................................... 20 
1.3.1. Planeamento Experimental........................................................................ 20 
1.3.1.1. Construção de superfícies de resposta e modelos ........................... 23 
1.3.2. Redes Neuronais Artificiais ........................................................................ 24 
2. Procedimento Experimental e Resultados......................................28 
2.1. Preparação das nanopartículas ............................................................ 29 
Reagentes.......................................................................................................... 29 
Metodologia ....................................................................................................... 29 
2.2. Determinação do perfil de libertação ................................................. 30 
2.3. Determinação dos diâmetros das partículas .................................... 32 
2.4. Resultados: Efeito das variáveis em estudo ..................................... 33 
2.4.1. Efeito da concentração de PAL ................................................................. 33 
2.4.2. Efeito da concentração de PAV ................................................................. 34 
2.4.3. Efeito da razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa ......... 35 
2.5. Propriedades das partículas .................................................................. 36 
3. Análise Estatística ..................................................................................40 
3.1. Ajuste de Modelos .................................................................................... 41 
3.2. Redes Neuronais Artificiais ...................................................................... 44 
4. Conclusões Finais ...................................................................................50 
Índice 
ii 
5. Trabalho futuro ...................................................................................... 52 
6. Referências bibliográficas: ................................................................. 53 
Anexos .....................................................................Erro! Marcador não definido. 
Anexo A: Método optimizado................................ Erro! Marcador não definido. 
Anexo B: Recta de Calibração. ............................. Erro! Marcador não definido. 
Anexo C: Efeito de concentração de PAL. ........... Erro! Marcador não definido. 
Anexo D: Efeito de concentração de PAV. ........... Erro! Marcador não definido. 
Anexo E: Efeito da razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa.
 ............................................................................................ Erro! Marcador não definido. 
Anexo F: M-file da programação. ......................... Erro! Marcador não definido. 
Simbologia 
iii 
SIMBOLOGIA 
ADN  ácido desoxirribonucleico 
B  matriz dos coeficientes 
CCC  planeamento de compósito central circunscrito 
CME  concentração mínima efectiva 
CCF  planeamento de compósito central face centrada 
CCI  planeamento de compósito central inscrito 
CMT  concentração mínima tóxica 
DLS  técnica de dispersão dinâmica de luz laser 
EES  método de emulsão e evaporação do solvente 
EEmáxima  eficiência de encapsulação máxima obtida através da equação 
FC/FD  razão de volumes da fase contínua/fase dispersa 
FTIR  espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
PACA  poli(alquilociano.acrilato) 
PAL  poli (ácido láctico) 
PAV  poli (álcool vinílico) 
PdI  índice de polidispersidade 
PEG  poli (etilenoglicol) 
PEG-g-PAL PEG impregnado aleatoriamente no PAL 
PLG  poli(ácido glicólico) 
PLGA  poli(ácido láctico- co-ácido glicólico) 
PHA  poli(hidroxi-alcanoatos) 
PHB  poli(β-hidroxibutirato) 
RMN  espectroscopia de ressonância magnética nuclear 
SEM  microscopia electrónica por varrimento  
SScorrigido soma dos quadrados corrigidos em relação à média 
SSfactores  soma dos quadrados devido aos factores 
SSmed  soma dos quadrados relativos á media 
SSresidual  soma residual dos quadrados  
SStotal  soma total dos quadrados  
UV-Vis   espectroscopia de ultravioleta – visível. 
Índice de Figuras 
iv 
ÍNDICE DE FIGURAS 
Figura 1.1: Áreas científicas relacionadas com a nanomedicina [4]. .............. 5 
Figura 1.2: Esquema de vários perfis de libertação. ..................................... 8 
Figura 1.3: Cadeia estrutural do PAL. ......................................................... 11 
Figura 1.4: Estrutura geral das fluoroquinolonas. ...................................... 12 
Figura 1.5: Estrutura química da ciprofloxacina. ........................................ 12 
Figura 1.6: Método de emulsão e evaporação do solvente. ....................... 16 
Figura 1.7: Método da nanoprecipitação. ................................................... 16 
Figura 1.8: Método de salificação. .............................................................. 18 
Figura 1.9: Método de emulsão dupla. ....................................................... 19 
Figura 1.10: Imagem de SEM de uma nanopartícula obtida pelo método de 
emulsão dupla, visualização de um corte longitudinal [53]. .................................... 19 
Figura 1.11: Planeamento do compósito central para 3 factores. .............. 21 
Figura 1.12: Planeamento do compósito central para o caso em estudo. .. 23 
Figura 1.13: Organização da rede neuronal em camadas. ......................... 25 
Figura 2.1: Comparação dos espectros obtidos para a ciprofloxacina: 
preparação directa em água (vermelho) e resultante da libertação das 
nanopartículas em água (preto). ........................................................................... 31 
Figura 2.2: Perfil de libertação experimental e modelo de ajuste. ............. 32 
Figura 2.3: Distribuição unimodal dos tamanhos das nanopartículas, a 
T=25ºC. ................................................................................................................ 32 
Figura 2.4: Efeito da concentração de PAL no diâmetro das nanopartículas e 
na eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. .................................................. 33 
Figura 2.5: Efeito da concentração de PAV no diâmetro das nanopartículas 
e na eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. ............................................... 34 
Figura 2.6: Efeito da razão de volumes entre a fase contínua / fase dispersa 
no diâmetro das nanopartículas e na eficiência de encapsulação da ciprofloxacina.
 ............................................................................................................................. 35 
Índice de Figuras 
v 
Figura 2.7: Imagens de SEM da superfície das nanopartículas: a) vista geral 
da amostra e b) ampliação da superfície. ............................................................. 36 
Figura 2.8: Espectros de FTIR sobrepostos das nanopartículas de PAL com 
ciprofloxacina encapsulada e seus constituintes. .................................................. 37 
Figura 3.1: Modelo linear de 3ª ordem, assumindo que FC/FD=60. .......... 43 
Figura 3.2: Modelo linear de 3ª ordem com interacção para a FC/FD=60. 43 
Figura 3.3: Arquitectura da rede utilizada. ................................................. 44 
Figura 3.4: Representação de todos os dados experimentais utilizados na 
análise estatística.................................................................................................. 47 
Figura A.1: Efeito da concentração de PAV no tamanho das nanopartículas 
([PAL]=100 mg/ml e FC/FD=5). .................................. Erro! Marcador não definido. 
Figura A.2: Efeito da concentração de PAL no diâmetro das nanopartículas 
([PAV]=17,5 mg/ml e FC/FD=5). ................................ Erro! Marcador não definido. 
 
Índice de Tabelas 
vi 
ÍNDICE DE TABELAS 
Tabela 1.1: Aplicações da Nanomedicina [4]. ................................................ 6 
Tabela 1.2: Resumo de alguns exemplos de preparação de nanopartículas 
para entrega terapêutica. ....................................................................................... 9 
Tabela 1.3: Características das diferentes gerações de fluoroquinolonas [44].
 ............................................................................................................................. 13 
Tabela 1.4: Tipos de Planeamento de Compósito Central. ......................... 22 
Tabela 1.5: Exemplo da matriz de um planeamento CCC com 3 variáveis. 22 
Tabela 3.1: Variáveis e seus níveis em estudo neste planeamento 
experimental. ........................................................................................................ 40 
Tabela 3.2: Resultados experimentais para cada ensaio. ........................... 41 
Tabela 3.3: Resumo de todos os modelos realizados. ................................ 42 
Tabela 3.4: Definição do conjunto de aprendizagem e de simulação. ........ 45 
Tabela 3.5: Comparação entre os dados experimentais e o resultado da 
rede. ..................................................................................................................... 46 
Tabela 3.6: Dados finais do grupo de simulação. ....................................... 46 
Tabela C.1: Efeito da concentração de PAL no diâmetro médio das 
nanopartículas obtidas e na eficiência de encapsulação.Erro! Marcador não 
definido. 
Tabela C.2: Coeficientes do modelo de ajuste em função da concentração 
de PAL.......................................................................... Erro! Marcador não definido. 
Mestrado de Química Analítica e Controlo de Qualidade Universidade de Aveiro 
 
1 
MOTIVAÇÃO 
As nanociências foram classificadas em muitos países e organizações científicas 
como uma área de investigação chave, onde o desenvolvimento do conhecimento 
científico poderá ocasionar uma revolução, não só do ponto de vista da ciência 
fundamental mas também ao nível de aplicações tecnológicas, devido às variadíssimas 
novas opções que esta escala oferece [1]. Os maiores desafios desta área residem no 
desenvolvimento de novos materiais, na avaliação dos riscos de segurança inerentes à 
sua utilização e na sua aplicação em áreas distintas, desde as ciências do ambiente até 
às ciências biomédicas. 
No início da segunda metade do século XX, o físico Richard Feynman afirmou ser 
possível manipular os materiais à escala atómica e molecular, dando origem a materiais 
com propriedades inteiramente novas [2]. No entanto, para esta ideia se tornar realidade 
era necessário um maior conhecimento e desenvolvimento a nível tecnológico, que só 
aconteceu em 1974, quando surgiu o termo nanotecnologia [2]. A nanotecnologia 
corresponde à área de investigação, desenvolvimento, manipulação e controlo de 
materiais à escala nanométrica, com o intuito de explorar as suas características 
singulares, nomeadamente a forma e o tamanho [2, 3]. 
A nanotecnologia é considerada uma área interdisciplinar que está associada a 
diversas áreas de conhecimento, tais como química, física, biologia, engenharia dos 
materiais, electrónica e medicina [4]. Por exemplo, a nanobiotecnologia, é uma ciência 
multidisciplinar que opera em fronteira com diferentes campos de conhecimento clássico 
como é o caso da química, da física e da biologia. A nanotecnologia tem aplicações tão 
diversas como a produção de material informático mais rápido e compacto ou a detecção 
de tumores até agora indetectáveis [4]. A grande inovação no campo das nanotecnologias 
centra-se na utilização de materiais com propriedades físico-químicas completamente 
diferentes dos materiais da escala macro, devido às suas reduzidas dimensões e 
consequentemente elevadas áreas superficiais [5]. 
A aplicação da nanobiotecnologia no campo da nanomedicina tem sido efectuada 
sobretudo ao nível da descoberta/utilização de biomarcadores, na detecção e diagnóstico 
a nível molecular e na produção de novos princípios activos, permitindo assim um maior 
desenvolvimento de novos métodos terapêuticos [4]. Devido aos excelentes resultados 
obtidos no campo da biomedicina, o desenvolvimento da nanotecnologia nos últimos 
anos sofreu um enorme desenvolvimento, tendo sido catapultada para lugar de destaque 
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em programas científicos de inúmeros países, tornando-se, actualmente, um assunto de 
investigação intensa. Como consequência, têm vindo a ser explorados e desenvolvidos 
novos sistemas de entrega terapêutica, que permitem assim determinar novas 
aplicações, quer a nível farmacêutico, quer nos campos da biomedicina e da agricultura 
[6]. Hoje em dia são cada vez mais comuns os produtos desenvolvidos com base na 
nanotecnologia. Loções solares, cosméticos, adesivos com princípios activos, inaladores, 
nebulizadores aromáticos, desodorizantes de longa duração, libertação de fármacos e 
vacinas são apenas alguns exemplos.  
A entrega terapêutica de princípios activos tem como objectivo melhorar as 
capacidades farmacocinéticas dos fármacos, diminuindo os seus efeitos secundários e 
permitindo uma terapêutica mais adequada [7, 8]. Contudo, os inconvenientes da utilização 
da nanotecnologia nesta área ainda não são suficientemente claros [1, 6], como por 
exemplo, a dimensão reduzida dos resíduos produzidos pode dificultar a sua eliminação. 
De entre as diversas situações de entrega terapêutica, podem destacar-se os antibióticos 
[6] e os anti-cancerígenos [1] e ainda os implantes ortopédicos [9, 10]. No caso dos 
antibióticos, a utilização de nanopartículas permite uma concentração constante de 
fármaco com um número inferior de tomas comparativamente com os sistemas 
convencionais, fornecendo assim um caminho terapêutico com menores complicações e 
maior eficácia. Por outro lado, no diagnóstico e tratamento de doenças do foro oncológico 
é possível utilizar nanotecnologia não só na detecção, localização e caracterização do 
tumor, mas também no desenvolvimento de fármacos anti-cancerígenos funcionais [1], 
onde existe uma ligação específica às células do tumor, permitindo a sua acumulação 
apenas em locais específicos do organismo. A aplicação de nanotecnologia em implantes 
ortopédicos é cada vez mais comum, pois o desenvolvimento de novos materiais 
biocompatíveis e biodegradáveis evita a segunda intervenção cirúrgica para remoção do 
implante. A dispersão de princípios activos em implantes é também uma terapêutica que 
apresenta uma elevada taxa de eficácia. 
Neste trabalho, foram avaliados quais os factores experimentais que têm maior 
efeito na encapsulação da ciprofloxacina em poli(ácido láctico), através da eficiência de 
encapsulação da ciprofloxacina e o diâmetro das partículas. Dada a importância 
crescente da relação entre os métodos instrumentais de análise química e as ferramentas 
de optimização e de estatística, neste trabalho foram utilizados métodos estatísticos, 
apoiados pelos meios informáticos necessários (MatLab). 
Mestrado de Química Analítica e Controlo de Qualidade Universidade de Aveiro 
 
3 
 
 
 
 
Capítulo I 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
A encapsulação de antibióticos em nanopartículas para acção terapêutica tem 
sofrido um grande desenvolvimento nos últimos anos [11-15], sendo esta uma das áreas 
mais auspiciosas para o cuidado médico humano [16]. Para além do seu tamanho reduzido 
(inferior a 1000 nm [17]), as nanopartículas oferecem ainda um número significativo de 
vantagens, tais como [18]: 
 não manifestam qualquer resposta do sistema imunitário quando 
introduzidas no sistema circulatório; 
 podem ser formuladas com diferentes composições de modo a que não 
sofram degradação enzimática e protejam o princípio activo encapsulado 
para que este seja libertado apenas no local pretendido; 
 fornecem plataformas estruturais alternativas, não só para o diagnóstico 
como também para a terapia de diversas doenças. No interior das 
nanopartículas pode-se encapsular simultaneamente um agente terapêutico 
e um agente de contraste de imagem. A superfície das nanopartículas pode 
ser funcionalizada pela introdução de uma substância com carácter 
hidrofílico (polar) ou hidrofóbico (apolar) proporcionando uma dispersão 
adequada dos agentes terapêuticos em meios biológicos. A superfície 
também pode ser funcionalizada por utilização de ligandos que permitam às 
nanopartículas efectuar ligações específicas. A porosidade das 
nanopartículas pode também ser especificamente desenhada permitindo 
assim uma absorção ou libertação selectiva de moléculas biologicamente 
activas. 
Deste modo, a correcta formulação de nanopartículas em entrega controlada de 
princípios activos permite obter um perfil de libertação bem definido, aumentando a 
eficácia do princípio activo, com um número de doses reduzido, diminuindo os efeitos 
colaterais indesejáveis. Esta abordagem constitui um novo ramo da medicina 
denominado por nanomedicina, ciência que engloba princípios fundamentais de várias 
áreas científicas, como a biotecnologia e a nanotecnologia, existindo uma relação 
dinâmica e sinérgica entre elas [18], como se pode ver na Figura 1.1. 
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Figura 1.1: Áreas científicas relacionadas com a nanomedicina [4]. 
 
Uma das grandes vantagens da nanomedicina é a capacidade de desenvolver uma 
medicina cada vez mais personalizada e individualizada [4], através do aperfeiçoamento 
dos diagnósticos moleculares na detecção da doença numa fase precoce, no seu 
controlo e na posterior terapia. A nanomedicina possibilita também uma maior 
compreensão do mecanismo da doença ao nível molecular, factor muito importante na 
integração do diagnóstico e da terapêutica [19]. Devido a estas características, a 
nanomedicina possui um vasto leque de aplicações terapêuticas, como as descritas na 
Tabela 1.1. 
Uma dessas áreas de aplicação com um enorme impacto na prática médica é a dos 
nanodiagnósticos, que permite a detecção de doenças num estado muito inicial através 
da utilização de nanobiomarcadores, aumentando as hipóteses de cura do indivíduo [4, 19]. 
Um biomarcador é um indicador que mede e avalia processos biológicos normais, 
processos patogénicos e respostas farmacológicas a uma determinada intervenção 
terapêutica [4]. Por exemplo, qualquer alteração molecular específica ao nível da estrutura 
das proteínas pode ser referida por biomarcador molecular [4]. Assim, os biomarcadores 
desempenham um papel de destaque nas ciências da saúde, pois são a base dos 
diagnósticos ao nível molecular e da descoberta e desenvolvimento de novos princípios 
activos. 
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Tabela 1.1: Aplicações da Nanomedicina [4]. 
 
 
A tendência actual da medicina consiste em determinar o tratamento através do 
diagnóstico personalizado. A integração do diagnóstico com a terapêutica é uma 
componente muito importante da medicina personalizada, que significa simplesmente a 
selecção do tratamento mais adequado para cada indivíduo [4, 19]. A nanobiotecnologia 
facilita esta integração, uma vez que as nanopartículas podem servir ambos os 
objectivos, como diagnóstico e como terapêutica. As nanopartículas e os 
nanodispositivos têm desempenhado um papel importante no aperfeiçoamento da 
entrega de princípios activos. Estes nanotransportadores evitam alguns problemas, como 
•diagnósticos ao nível molecular
•nano-endoscopias
•nano-imagens
Nanodiagnósticos 
•princípios activos com aperfeiçoamento do métodos de libertação
•terapias combinado diagnósticos com os príncipios activos
Princípios activos baseados na nanotecnologia
• encadeamento da engenharia com a nanotecnologia
Medicina regenerativa
•exosomas  das células dendrímeras do dador para libertação de 
princípios activos em transplantes de orgãos
Medicina de transplantação
•cirúrgia vascular através da introdução de nanorobo dentro do sistema 
vascular
•nanorobôs para detecção e destruição de células cancerígenas
Tratamentos nanoroboticos
•sensores de bio-implantes que fazem a ponte entre vazio do circuito 
eléctrico e o neuronal
• tecidos duráveis artificiais resistentes à rejecção de órgãos
• implantação de stents nano-membranas nas artérias coronárias para eluir 
os princípios activos e para prevenir a re-oclusão
• implantação de nano-bombas para libertação controlada 
Implantes
•miniaturização de nano-sensores implantados em cateteres para 
abastecer em tempo real o cirurgião
Minimização de cirúrgias invasivas usando cateteres
Nano-cirúrgias pela integração  das nanoparticulas e 
energia externa
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por exemplo a reduzida solubilidade dos princípios activos, proporcionando a sua entrega 
localizada e a sua disponibilidade controlada, aumentando assim a sua eficácia e 
reduzindo a sua toxicidade [4, 19]. O grande êxito destes nanomateriais na medicina está 
relacionado com as suas reduzidas dimensões, pois têm acesso a partes do corpo que 
não são acessíveis aos materiais inorgânicos devido ao seu elevado tamanho. 
O impacto biológico das nanopartículas depende do tamanho, composição química, 
estrutura de superfície, solubilidade, forma e estado de agregação. Por outro lado, os 
efeitos das nanopartículas dependem também do tipo e área de tecido a que estão 
expostos. Por exemplo, os efeitos obtidos na zona gastrointestinal, na pele ou no pulmão 
podem ser diferentes. A interacção das nanopartículas com células, fluidos do corpo e 
proteínas, tem um papel fundamental nos seus efeitos biológicos e na sua capacidade de 
distribuição [4, 19]. É de salientar, que neste momento ainda não existe 
regulamentação/legislação sobre a segurança de nanopartículas, ou seja, não se pode 
afirmar que determinadas nanopartículas são inteiramente seguras. 
 
1.1. Nanopartículas e Libertação Controlada 
A preparação de nanopartículas, como meio para a libertação controlada de 
princípios activos, tem tido um grande desenvolvimento nos últimos anos [15]. Este tipo de 
libertação permite controlar a duração da eficiência máxima terapêutica, ao contrário do 
que acontece com princípios activos não encapsulados, como se pode visualizar na 
Figura 1.2. O controlo da duração da eficiência máxima proporciona ao paciente maior 
conforto e comodidade, tornando assim muito mais fácil a sua adesão ao plano 
terapêutico. Este tipo de libertação possibilita, ainda, que o princípio activo seja 
direccionado para o tecido alvo, reduzindo assim os seus efeitos colaterais. Para além 
destas vantagens as nanopartículas protegem os princípios activos encapsulados, 
fornecem-lhes protecção, impedindo-os de sofrer degradação em outros locais que não o 
alvo. Devido a este facto, é possível reduzir a quantidade de fármaco a usar sem que a 
sua eficácia terapêutica seja alterada. Em tratamentos específicos onde é necessário 
utilizar compostos com elevada toxicidade, como por exemplo no caso particular do 
tratamento de doenças oncológicas, a utilização da libertação controlada permite uma 
concentração reduzida, constante e localizada destes compostos, diminuindo 
significativamente dos efeitos colaterais. 
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Apesar das enormes vantagens já referidas anteriormente, a encapsulação de 
princípios activos possui algumas desvantagens, nomeadamente, o custo inicial elevado, 
não só devido ao elevado custo dos materiais, mas também ao facto do processo de 
produção ser bastante dispendioso. Outra desvantagem ocorre quando o doente não se 
adapta ao princípio activo, uma vez que após inicializada a sua libertação controlada no 
organismo, não é possível a sua finalização imediata. 
A encapsulação do princípio activo em nanopartículas poliméricas biocompatíveis e 
biodegradáveis permite fixar a concentração do encapsulado entre a concentração 
mínima efectiva (CME) e a concentração mínima tóxica (CMT) durante período de tempo 
suficientemente adequado. Em sistemas convencionais, para se obter o mesmo tipo de 
efeito é necessário fazer inúmeras aplicações, pois como se pode visualizar na Figura 
1.2, a concentração do princípio activo tem que ser superior a CME (caso seja inferior, o 
principio activo não faz qualquer efeito) e inferior a CMT para que não haja problemas 
para o doente (em concentrações superiores a CMT o princípio activo torna-se tóxico). 
 
 
Figura 1.2: Esquema de vários perfis de libertação. 
 
Para preparar sistemas com um perfil de libertação controlada, é necessário ter em 
consideração propriedades das nanopartículas como o tamanho, o volume e a morfologia 
da superfície [15]. Estas características são definidas pelas propriedades físico-químicas 
de todas as espécies envolvidas no processo de preparação das nanopartículas 
(princípios activos, polímeros, solventes, tensioactivos) assim como pelo próprio método 
de preparação utilizado. 
Entre os inúmeros princípios activos já estudados em encapsulação em 
nanopartículas são de destacar os antibióticos, as proteínas, os péptidos e material 
Mestrado de Química Analítica e Controlo de Qualidade Universidade de Aveiro 
 
9 
genético (ver na Tabela 1.2). Estes compostos podem ser adsorvidos na superfície das 
nanopartículas ou retidos no seu interior [8], existindo vários métodos de preparação e 
encapsulação [16]. Quando os princípios activos usados são hidrofóbicos, o método de 
emulsão e evaporação do solvente (EES) e o método de nanoprecipitação são os mais 
utilizados, porque o princípio activo é solúvel no solvente orgânico. Pelo contrário, se este 
for hidrofílico é normalmente utilizado o método da dupla emulsão, pois o princípio activo 
é solúvel na fase aquosa. 
 
Tabela 1.2: Resumo de alguns exemplos de preparação de nanopartículas para 
entrega terapêutica. 
Polímero Princípio Activo Método Referência 
Gelatina Anti-parasitário Emulsão [6] 
PAL - EES [7] 
PAL Anti-hipertensor Nanoprecipitação [13] 
PEG-g-PAL Antiarrítmicos EES [14] 
PAL Anti-hipertensor EES [20] 
PLGA Peptídeo EES [20] 
PLGA Hormona EES com micela reversa [21] 
PLGA Proteína Dupla emulsão [22] 
PAL50 Proteína EES [23] 
PAL Protéina Electronubelização [24] 
Proteína Anti-vírico Coacervacão [25] 
PAL Anti-hipertensor e Anti-trombótico Nanoprecipitação 
[26] 
PAL, PAL/PEG Antibiótico EES [27] 
PLGA Anestésico Nanoprecipitação [28] 
PAL, PLGA Antipsicótico e Imossupressor Evaporação do Solvente [29] 
PLA, PLGA, 
PHB, PAV 
Hormonas, Antipsoriático e 
Imonossupressor EES, Salificação 
[30] 
PLGA Hormona e Antibiótico Nanoprecipitação [31] 
PAL Anti-arritmico Nanoprecipitação [32] 
PLGA Agente quimioterapêutico EES [33] 
PAL, PLG, 
PLGA, PACA - 
EES/ Difusão do solvente, 
Salificação/ Emulsão e 
Difusão, Tecnologia de 
Fluído Supercrítico, 
Polimerizações 
[34] 
Gelatina Antibiótico Dessolvatação [35] 
PLA 0,30 e 
PLA0,80 _ Nanoprecipitação 
[36] 
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Outro aspecto muito importante a ter em consideração na preparação de um 
sistema de libertação controlada é a biodegradabilidade e biocompatibilidade do material 
que reveste as nanopartículas, ou seja, a degradação in vivo deve ocorrer num período 
de tempo razoável, originando produtos que possam ser metabolizados e excretados pelo 
organismo. Os produtos da degradação da matriz polimérica das nanopartículas não 
podem ser tóxicos nem devem ocasionar uma resposta por parte do sistema imunitário. 
Se a matriz polimérica não se degradar ou não for excretada pelo organismo terá de ser 
removida cirurgicamente. 
 
A utilização de materiais poliméricos em aplicações médicas tem vindo a aumentar 
rapidamente devido ao aumento do número de materiais que cumprem os requisitos para 
as aplicações em vista. Estes materiais têm encontrado aplicação em campos tão 
diversos como a engenharia de tecidos, implantes de dispositivos médicos, órgãos 
artificiais, próteses, oftalmologia, reparações ósseas, entre outros. Os polímeros 
utilizados neste tipo de aplicações podem ser polímeros naturais (colagénio, a celulose e 
o quitosano) ou polímeros sintéticos (poli(etileno), poli(álcool vinílico), poli(ácido acrílico), 
poli(acrilamidas), poli(etilenoglicol), poliésteres). Na prática, existe um grande número de 
polímeros e co-polímeros já testados na preparação de nanopartículas para libertação 
controlada de princípios activos, como se pode ver na Tabela 1.2. Os mais testados e 
utilizados são os poliésteres biocompatíveis de origem biológica como o poli(ácido 
láctico) (PAL) e o seu co-polímero, o poli(ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA). 
Recentemente, começaram também a ser utilizados os poli(hidroxi-alcanoatos) (PHA). O 
poli(ácido láctico) foi o polímero escolhido para a realização deste trabalho, uma vez que 
é um dos mais usados na preparação de nanopartículas e portanto já se encontra bem 
caracterizado. A sua larga utilização à escala nano e micrométrica em sistemas de 
libertação controlada de princípios activos deve-se não só à sua biocompatibilidade e 
biodegradabilidade combinadas com a sua disponibilidade natural, mas também devido à 
sua capacidade de reabsorção no corpo humano [37]. Além disso, a taxa de degradação e, 
consequentemente, a taxa de libertação pode ser manipulada [37]. Este poliéster alifático, 
cuja estrutura química se encontra representada na Figura 1.3, tem sido extensivamente 
utilizado em aplicações médicas, tais como suturas, regeneração de tecidos, fixação de 
ossos e reparação de cartilagens [9, 10, 20, 38]. 
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Figura 1.3: Cadeia estrutural do PAL. 
 
O PAL pode ser sintetizado a partir de dois monómeros, o ácido láctico e o 
lactídeo, dependendo do peso molecular. Estes monómeros são compostos quirais, o 
ácido láctico apresenta dois estereoisómeros, ácido L-láctico e ácido D-láctico. O lactídeo 
é um di-éster cíclico do ácido láctico e apresenta quatro estereoisómeros diferentes, o 
L,L-lactídeo, o D,D-lactídeo, uma mistura racémica de D,D-lactídeo e de L,L-lactídeo e o 
L,D-lactídeo. Este último, também denominado meso-lactídeo, é opticamente inactivo. O 
ácido láctico é produzido, normalmente, a partir de fermentação microbiana de açúcares, 
como a glicose, a sacarose ou a lactose. O lactídeo é obtido a partir do ácido láctico. O 
poli(ácido láctico) de baixo peso molecular (< 3000 Da) é produzido por condensação 
directa do ácido láctico, enquanto que o de elevado peso molecular é normalmente obtido 
através da abertura do anel de lactídeo seguida de polimerização [39]. 
A presença das ligações éster na cadeia do polímero permite a sua degradação 
hidrolítica num ambiente com elevada percentagem de humidade relativa [17, 40]. Os 
produtos resultantes da degradação são biocompatíveis e metabolizados através do ciclo 
do ácido cítrico, sendo posteriormente filtrados e excretados do corpo. O índice de 
degradação do PAL depende de vários factores, como a cristalinidade (a degradação do 
PAL cristalino é mais lenta), o peso molecular (PAL com baixo peso molecular degrada-
se mais rapidamente), as propriedades do meio (pH, força iónica, temperatura) e a 
morfologia das partículas (a degradação é mais rápida em partículas porosas) [36]. Em 
fluidos gástricos e intestinais, a degradação das nanopartículas de D,L-PAL in vitro [23] é 
relativamente rápida devido à hidrólise catalítica enzimática. No entanto, a sua utilização 
na encapsulação de princípios activos altera a sua taxa de degradabilidade. Por exemplo, 
os princípios activos básicos podem catalisar e quebrar a ligação do éster do polímero ou 
podem neutralizar os ácidos carboxílicos terminais e retardar a hidrólise [41].  
Os polímeros de PAL são solúveis em solventes orgânicos, como é o caso do 
clorofórmio e do diclorometano, mas são insolúveis em álcoois (por exemplo, em etanol) 
[39] e em água. No entanto, os polímeros de baixo peso molecular são um pouco mais 
hidrofílicos e contêm oligómeros que possuem uma solubilidade parcial em água [42, 43]. 
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O
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n
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Os polímeros de misturas racémicas D,L-PAL (enantiómeros de PAL) são insolúveis em 
solventes orgânicos miscíveis em água, como a acetona e o acetonitrilo, o que torna 
indispensável o uso de co-solventes, para promover a solubilidade. 
 
O princípio activo utilizado neste trabalho foi a ciprofloxacina. Este composto é um 
antibiótico sintético que pertence à classe das fluoroquinolonas [44], cuja estrutura geral de 
uma fluoroquinolona está representada na Figura 1.4. 
 
Figura 1.4: Estrutura geral das fluoroquinolonas. 
 
As fluoroquinolonas são constituídas por um grupo cetona na posição 4, um grupo 
carboxílico na posição 3 e um átomo de flúor na posição 6. Os grupos cetona e 
carboxílico são os responsáveis pela ligação entre este composto e o ADN das células 
bacterianas. O flúor na posição 6 é essencial para a penetração destas moléculas na 
interior das células. No caso da ciprofloxacina, representada na Figura 1.5, possui um 
ciclopropilo ligado ao azoto que se encontra na posição 1, tornando este antibiótico mais 
eficaz contra bactérias gram-negativas. Na posição 7, apresenta um heterocíclico de 
azoto que é essencial para uma boa eficiência deste fármaco quando aplicado de forma 
oral [44]. 
 
Figura 1.5: Estrutura química da ciprofloxacina. 
 
Actualmente as fluoroquinolonas representam a classe de agentes anti-microbianos 
com o maior potencial terapêutico e com grande aplicação clínica. Isto deve-se, 
essencialmente, ao facto de serem compostos sintéticos, que são facilmente 
manipulados no sentido de melhorar a relação estrutura/actividade, aumentando assim a 
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potência global do antibiótico. Da mesma forma, os efeitos secundários também podem 
ser reduzidos ou mesmo eliminados. A evolução das características das fluoroquinolonas, 
ao longo de cada geração, foi pensada de modo a que a geração seguinte pudesse 
colmatar as falhas encontradas na geração anterior [44]. Na Tabela 1.3 são apresentadas 
os elementos mais representativos e as principais características de cada uma das 
gerações de fluoroquinolonas. 
 
Tabela 1.3: Características das diferentes gerações de fluoroquinolonas [44]. 
Geração Fluoroquinolonas Características 
1ª 
Ácido nalidíxico, 
Ácido oxolínico, 
Cinoxacina, Ácido 
pipemídico 
Moderada actividade contra espécies gram-negativas; 
Aplicação predominante no aparelho urinário. 
2ª 
Norfloxacina, 
Ciprofloxacina, 
Ofloxacina, 
Enrofloxacina, 
Enoxacina 
Excelente actividade contra espécies gram-negativas; 
Actividade contra espécies gram-positivas muito limitada; 
Aplicações nos aparelhos: urinário, respiratório, 
gastrointestinal, sexual e em infecções da pele e ossos. 
3ª 
Orbifloxacina, 
Levofloxacina, 
Sparfloxacina, 
Grepafloxacina 
Actividade contra espécies gram-negativas igual à 2ª 
geração, excepto contra P. aeruginosa que é inferior; 
Boa actividade contra espécies gram-positivas e espécies 
anaeróbias; 
Actividade contra estirpes resistentes à 2ª geração; 
Aplicações idênticas às da 2ª geração, com maior 
destaque nas infecções do aparelho respiratório. 
4ª 
Trovafloxacina, 
Gatifloxacina, 
Moxifloxacina, 
Gemofloxacina, 
Sitafloxacina, 
Sarafloxacina 
Actividade contra espécies gram-negativas igual à 2ª 
geração; 
Excelente actividade contra espécies gram-positivas, 
espécies anaeróbias e estirpes resistentes. 
Aplicações idênticas às da 2ª geração, com excelentes 
resultados nas infecções do aparelho respiratório. 
 
A ciprofloxacina, pertencente à 2ª geração de fluoroquinolonas e foi sintetizada 
quando se tentava aperfeiçoar a relação estrutura/actividade das fluoroquinolonas na 
tentativa de aumentar o espectro de actividade, optimizar as propriedades 
farmococinéticas e de reduzir os efeitos secundários dos compostos desenvolvidos [44]. 
Assim, as fluoroquinolonas desta geração possuem um espectro de actividade contra 
bactérias gram-negativas, como Enterobacteriacea e Pseudomonas aeruginosa, e ainda 
apresentam alguma actividade contra bactérias gram-positivas Coccus. As alterações 
estruturais introduzidas na 2ª geração de fluoroquinolonas promoveram a absorção oral e 
o aumento da distribuição sistémica no organismo. No entanto, alguns microorganismos, 
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como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, desenvolveram resistências a 
estes compostos [44]. 
As fluoroquinolonas são o único grupo que actua ao nível das topoisomerases sem 
apresentar grandes limitações na actividade antibacteriana ou na toxicidade. Estes 
fármacos inibem a síntese do ADN bacteriano quando se ligam às enzimas 
topoisomerase II (ou ADN-girase) e topoisomerase IV, formando um complexo ternário 
[fármaco-enzima-ADN]. Em geral, nas espécies gram-negativas, as fluoroquinolonas 
ligam-se principalmente à ADN-girase enquanto nas espécies gram-positivas ligam-se 
principalmente à topoisomerase IV [44]. 
A ciprofloxacina é um composto com largo espectro de actividade que está 
disponível em comprimidos e formulações intravenosas, o que facilita a sua aplicação em 
tratamentos hospitalares [45-47]. Este tipo de compostos distribuem-se por vastas áreas do 
corpo humano e acabam por concentrarem-se em determinados fluidos e tecidos com 
níveis superiores aos encontrados no plasma sanguíneo, nomeadamente, na urina, nos 
rins, na próstata, nas fezes, na bílis e pulmões. A eliminação deste fármaco é feita, 
essencialmente, por duas vias, pela via renal e/ou pela via hepática [48].  
A resistência bacteriana tem-se manifestado como um problema crescente, 
tornando muitas classes de compostos antibacterianos ineficazes, tendo consequências 
importantes para a saúde pública [49]. Parte deste problema está relacionado 
essencialmente com o uso intensivo ou mesmo inadequado destes fármacos [49]. Vários 
estudos realizados demonstram que existe uma relação directa entre o aumento da 
resistência às fluoroquinolonas e o seu consumo [50, 51]. Assim, de forma a preservar a sua 
actividade, é preciso garantir que estes fármacos sejam usados apenas quando 
estritamente necessários e em doses adequadas. Desta forma, a realização de estudos 
de libertação controlada deste tipo de fármacos reveste-se de especial importância. 
 
1.2. Métodos de preparação 
Existem diferentes métodos de produção de nanopartículas consoante o princípio 
activo a encapsular seja hidrofóbico ou hidrofílico [52]. Na Tabela 1.2 apresentam-se vários 
métodos de preparação de nanopartículas, que têm sido largamente discutidos na 
literatura da especialidade. A selecção do método determina as características das 
nanopartículas, nomeadamente o tamanho, fundamental na relação com local de 
administração terapêutica [16]. Quando são usados polímeros sintéticos, estes são 
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normalmente dissolvidos num solvente orgânico conveniente seguido de precipitação por 
adição de um segundo solvente onde o polímero apresenta baixa solubilidade (não-
solvente). Durante a sua preparação as nanopartículas apresentam-se em suspensão em 
solução aquosa, o que pode ocasionar degradação do polímero e libertação de princípio 
activo para o meio. Desta forma, a estabilidade das nanopartículas é garantida através da 
conservação da estrutura das nanopartículas obtida mediante secagem. 
As propriedades e as aplicações in vivo de nanopartículas estão fortemente 
correlacionadas com as suas propriedades de superfície. O maior desafio ao utilizar um 
determinado método de preparação consiste na formulação adequada, estabelecendo as 
quantidades ideais de princípio activo, polímero, solvente e não-solvente que permitam a 
produção de nanopartículas estáveis, a encapsulação eficiente do princípio activo e a sua 
libertação de acordo com o perfil desejado. 
1.2.1. Emulsão e Evaporação do Solvente 
O método de emulsão e evaporação do solvente, esquematicamente representado 
na Figura 1.6, é baseado na emulsão de uma solução orgânica, onde estão o polímero e 
princípio activo, numa solução aquosa, na qual está dissolvido o tensioactivo. A emulsão 
é normalmente obtida por utilização de ultra-sons [7]. Após a formação das nanogotículas, 
o solvente orgânico difunde-se para a fase aquosa, solubilizando-se até se obter a 
saturação. À medida que decorre a evaporação do solvente orgânico, o polímero 
precipita formando assim nanopartículas. A separação das fases pode ser facilitada por 
um processo de centrifugação. Após esta etapa, o centrifugado é colocado na estufa, 
para que ocorra a evaporação completa da fase aquosa e seja possível a recolha das 
nanopartículas secas. 
Neste método, as nanogotículas da emulsão são estabilizadas por um agente 
tensioactivo que é adicionado à solução aquosa. O agente tensioactivo confere às 
gotículas a estabilidade necessária para efectuar a evaporação do solvente orgânico sem 
que ocorra coalescência. O método de emulsão e evaporação do solvente é muito 
utilizado, não só por ser fácil de executar experimentalmente mas também porque 
permite obter uma eficiente encapsulação de numerosos compostos de natureza lipofílica 
[7]. Normalmente, o tamanho das nanopartículas preparadas por este método varia entre 
100 e 400 nm. 
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Figura 1.6: Método de emulsão e evaporação do solvente. 
 
1.2.2. Nanoprecipitação 
Fessi et al [28] introduziram a preparação de nanopartículas pelo método de 
nanoprecipitação, apresentado esquematicamente na Figura 1.7, que se baseia na 
precipitação do polímero na interface de um solvente e de um não-solvente. Este 
processo, frequentemente denominado por deslocamento de solvente ou deposição 
interfacial [30], consiste essencialmente na solubilização do polímero e do princípio activo 
num solvente (ou mistura de solventes) orgânico, sendo esta solução posteriormente 
adicionada lentamente a um não solvente. A difusão e a tensão interfacial entre o 
solvente orgânico e a fase aquosa são determinantes neste processo. No final, o solvente 
orgânico é evaporado. O tamanho das nanopartículas preparadas por nanoprecipitação 
varia tipicamente entre 100 e 500 nm. 
 
Figura 1.7: Método da nanoprecipitação. 
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Neste processo, podem ou não ser utilizados agentes tensioactivos para assegurar 
a estabilidade das nanopartículas na etapa de precipitação. A encapsulação do princípio 
activo depende da sua solubilidade, na fase aquosa ou na fase orgânica, tal como 
acontece no método da emulsão e evaporação do solvente. No entanto, o método da 
nanoprecipitação é pouco eficiente na encapsulação de princípios activos hidrofílicos, 
devido à elevada solubilidade e difusão destes na fase aquosa durante a precipitação do 
polímero [31]. Por outro lado, a solubilidade do princípio activo pode ser muitas vezes 
manipulada através da alteração das condições da reacção (por exemplo, o pH) 
aumentando assim a eficiência de encapsulação [26, 28, 32]. 
 
1.2.3. Salificação 
Este método, esquematizado na Figura 1.8, foi apresentado, inicialmente, por 
Bindschaedler et al [30], e baseia-se na separação de fases de uma mistura homogénea 
(água e solvente orgânico) por adição de compostos que promovem essa separação de 
fases. Normalmente, é considerado como uma modificação do método de emulsão e 
evaporação do solvente. 
O polímero e o princípio activo são dissolvidos num solvente orgânico, como por 
exemplo em acetona, e posteriormente são emulsionados numa fase aquosa que contém 
um agente tensioactivo e um agente de salificação. Este último, pode ser electrólito 
(como por exemplo o cloreto de magnésio e o cloreto de cálcio) ou não electrólito (como 
a sacarose) [8]. A esta emulsão é adicionado água, numa quantidade que seja suficiente, 
para promover o aumento da difusão do solvente orgânico na fase aquosa, induzindo 
assim a formação das nanopartículas [8].  
A selecção do agente de salificação é um dos passos mais importantes deste 
método, pois influência a eficiência de encapsulação do princípio activo. No final do 
processo de preparação das nanopartículas, o solvente e o agente de salificação são 
eliminados por filtração de fluxo cruzado. Este método é adequado quando princípios 
activos e polímeros usados para a preparação das nanopartículas são solúveis em 
solventes polares, como em acetona ou em etanol [8]. 
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Figura 1.8: Método de salificação. 
 
1.2.4. Emulsão dupla 
Este método baseia-se essencialmente num processo de emulsão em dois passos, 
como se pode ver no esquema da Figura 1.9, permitindo a diminuição considerável do 
tamanho das nanogotículas dispersas [53, 54]. O método de emulsão dupla tem sido 
aplicado com sucesso na encapsulação de princípios activos hidrofílicos e de proteínas 
[53]. 
Neste método, o princípio activo é dissolvido na fase aquosa e o polímero na fase 
orgânica, sendo as duas fases emulsionadas através de agitação magnética ou de um 
sonicador. Em seguida, esta emulsão é adicionada a uma solução aquosa que contem o 
agente tensioactivo e é emulsionada novamente. Após a evaporação do solvente 
orgânico a pressão reduzida, as nanopartículas precipitam e posteriormente são 
separadas da fase aquosa, através de um processo de centrifugação [54]. 
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Figura 1.9: Método de emulsão dupla. 
 
Como se pode verificar na Figura 1.10, através do método de emulsão dupla é 
possível obter nanogotículas (a vermelho) com nanogotículas de menor dimensão (a 
azul) no seu interior. Estas nanogotículas possuem duas vantagens, a primeira é a 
reduzida viscosidade a concentrações baixas o que evita o colapso das múltiplas 
nanogotículas durante a emulsão dupla, a segunda é o facto da tensão interfacial das 
gotículas grandes ser suficiente para as manter em suspensão [53]. 
 
 
Figura 1.10: Imagem de SEM de uma nanopartícula obtida pelo método de emulsão 
dupla, visualização de um corte longitudinal [53]. 
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1.3. Análise Multivariada 
Nos laboratórios químicos são cada vez mais importantes questões como qualidade 
e certificação de resultados de tal forma que se torna absolutamente necessário adquirir 
e/ou aperfeiçoar os conhecimentos sobre análise de erros e a sua aplicação no 
tratamento de resultados experimentais e na optimização das técnicas e metodologias [55]. 
O uso de métodos estatísticos para o estudo de processos químicos já é prática corrente 
embora o termo quimiometria tenha tomado forma apenas em meados de 1970. Na 
verdade, existem algumas razões que justificam o desenvolvimento específico de 
métodos matemáticos para as ciências químicas. Este progresso resulta em parte da 
especificidade dos dados relativos aos processos químicos, sendo ainda importante 
referir aspectos como a natureza predominantemente multivariada, o erro experimental e 
o processamento de sinal [55]. 
Dada a importância crescente da relação entre os métodos instrumentais de análise 
química e as ferramentas de optimização e de estatística, neste trabalho foram utilizados 
métodos estatísticos, apoiados pelos meios informáticos necessários (MatLab), para 
análise das diversas variáveis que afectam eficiência de encapsulação da ciprofloxacina 
em nanopartículas de PAL. 
 
1.3.1. Planeamento Experimental 
Assim, o planeamento experimental é um procedimento eficiente para planear 
experiências de modo a que os dados obtidos possam ser analisados e possamos tirar 
conclusões válidas e objectivas [55, 56]. Como as variáveis podem influenciar-se 
mutuamente e o valor pretendido para uma delas pode depender do valor da outra 
variável, a interacção entre os diversos factores tem que ser considerada. Por outro lado, 
os factores podem actuar de forma independente, embora este caso não seja tão 
frequente [55]. 
No planeamento experimental, começa-se por determinar os objectivos da 
experiência e seleccionar os factores para o estudo, pois o objectivo é minimizar o 
número de experiências mas assegurando sempre a sua validade. De seguida, 
determina-se as variáveis que, em princípio, influenciam a resposta (denominados por 
factores) e quais os níveis que correspondem aos valores dos factores influenciam mais 
drasticamente as respostas [55]. 
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A escolha de um procedimento experimental depende dos objectivos da experiência 
e o número de factores em consideração. Neste estudo foi escolhido o método da 
superfície de resposta [55]. 
Os métodos da superfície de resposta subdividem-se em duas categorias: 
compósito central e Box-Behnken. O Compósito central de Box-Wilson, denominado 
frequentemente por compósito central (CCD), contém pontos que aumentam o grupo de 
pontos centrais permitindo a estimativa da curvatura da superfície de resposta. Na Figura 
1.11, visualiza-se a distância do centro aos pontos a vermelho como sendo um ponto 
factorial (± 1) e a distância do centro do espaço do planeamento aos pontos a azul como 
tendo ± α (α tem que ser maior que 1).  
 
Figura 1.11: Planeamento do compósito central para 3 factores. 
 
O valor correcto de α depende das propriedades e do números de factores em 
estudo no planeamento experimental. Para manter rotatividade, o valor de α depende do 
número de planeamento factorial para o compósito central: 
α=[número de planeamentos factoriais] 1/4 (1) 
Como o factorial é um factorial global, então: 
α=[2 K] 1/4 (2) 
No entanto, a porção factorial também pode ser um planeamento factorial fraccionário. 
Logo α=1,682 (se estudamos 3 factores, então α=2 3/4). 
A Tabela 1.4 resume as propriedades das três variedades de planeamentos de 
compósitos centrais. 
De acordo, com o conceito de planeamento factorial, os valores máximos e 
mínimos das variáveis são representados de forma codificada, por sinais (+/-), ver na 
Tabela 1.5. Na matriz as filas são as experiências e os cenários para as variáveis em 
análise dadas pelos sinais +/- nas respectivas colunas. Todas as variáveis são mudadas 
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simultaneamente de modo a cobrir toda a área em análise num menor número de 
experiências. Além disso, este tipo de procedimento permite examinar as interacções 
entre as variáveis. Ainda é possível detectar a curvatura na região experimental através 
do ponto central (valor médio de cada variável). 
 
Tabela 1.4: Tipos de Planeamento de Compósito Central. 
Tipos de 
Planeamento de 
Compósito 
Central 
Terminologia Comentários 
Circunscrito CCC 
Os planeamentos de CCC são a forma original 
do planeamento do compósito central. Exige 5 
níveis para cada factor. 
Inscrito CCI 
Os limites especificados são verdadeiros limites, 
o planeamento de CCI. Exige 5 níveis para cada 
factor. 
Face Centrada CCF 
Os pontos de estrela estão no centro de cada 
rosto do espaço de factorial, então α = ± 1. Esta 
variedade exige 3 níveis de cada factor. 
 
Tabela 1.5: Exemplo da matriz de um planeamento CCC com 3 variáveis. 
Experiência Bloco Variável 1 Variável 2 Variável 3 
1 1 - - - 
2 1 + - - 
3 1 - + - 
4 1 + + - 
5 1 - - + 
6 1 + - + 
7 1 - + + 
8 1 + + + 
9 1 0 0 0 
10 1 0 0 0 
11 1 0 0 0 
12 2 -1,682 0 0 
13 2 1,682 0 0 
14 2 0 -1,682 0 
15 2 0 1,682 0 
16 2 0 0 -1,682 
17 2 0 0 1,682 
18 2 0 0 0 
19 2 0 0 0 
20 2 0 0 0 
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No presente trabalho, o objectivo foi optimizar a eficiência de encapsulação de 
ciprofloxacina em nanopartículas de PAL foram testadas várias variáveis das quais se 
seleccionaram três: a concentração de PAL, a concentração de PAV e a razão entre os 
volumes da fase contínua/fase dispersa. A Figura 1.12, ilustra o planeamento 
experimental adoptado neste trabalho em que cada ponto, a primeira ordenada 
corresponde à concentração de PAL, a segunda ordenada à concentração de PAV e a 
terceira ordenada à razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa. 
 
 
Figura 1.12: Planeamento do compósito central para o caso em estudo. 
 
1.3.1.1. Construção de superfícies de resposta e modelos  
A construção de superfícies de resposta como meio de modelação e análise de 
variáveis de resposta de interesse é influenciada por diversas variáveis independentes 
(os factores), assim as superfícies de resposta tem como objetivo optimizar a variável 
resposta [55, 56]. 
Como na maioria das superfícies de resposta, a relação entre as variáveis 
dependentes e independentes é desconhecida. Assim, o primeiro passo é encontrar uma 
aproximação para essa variável resposta e as variáveis independentes (factores). Regra 
geral, um modelo matemático descreve essa aproximação através de um conjunto de 
variáveis e de uma equação que estabelece as relações entre essas variáveis [55, 56]. 
(60, 20, 90) 
(40, 20, 60) 
(60, 30, 60) (60, 10, 60) 
(80, 20, 60) 
(60, 20, 30) 
(60, 20, 60) = 
réplicas 
(48, 14, 78) (48, 26, 78) 
(72, 26, 42) (72, 14, 42) 
(48, 14, 42) (48, 26, 42) 
(72, 26, 78) 
(72, 14, 78) 
FC/FD 
[PAL] mg/ml 
[PAV] mg/ml 
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Uma vez que a modelação permite descrever características sistemáticas, as 
relações encontradas permitem calcular valores para novos dados adquiridos. É evidente 
que deve existir reprodutibilidade nas observações para que o modelo continue 
adequado. 
 
1.3.2. Redes Neuronais Artificiais 
As redes neuronais artificiais são técnicas computacionais que apresentam um 
modelo matemático baseado na estrutura neuronal de organismos inteligentes que 
adquirem conhecimentos através de experiências [57, 58]. 
A informação é adquirida a partir dos dados experimentais através de um processo 
de aprendizagem (algoritmo de treino) que é posteriormente armazenado nas conexões 
(ligações ou sinapses) entre os perceptrões. Durante a aprendizagem, os pesos das 
conexões são ajustados [57]. Denomina-se algoritmo de treino a um conjunto de regras 
bem definidas para a solução de um problema. Existem muitos tipos de algoritmos de 
treino específicos para determinados modelos de redes neurais, estes algoritmos diferem 
entre si principalmente pelo modo como os pesos são modificados [58]. 
Normalmente, a arquitectura das redes neuronais é organizada em camadas, com 
unidades que estão ligadas às unidades da camada anterior, como se pode ver pelo 
exemplo referido na Figura 1.13. Assim, em cada rede neuronal existe uma camada de 
entrada e uma camada de saída. Entre estas camadas podem existir uma ou mais 
camadas intermédias. No entanto, é possível modelar maior parte dos dados com apenas 
uma camada intermédia. Cada uma das camadas é constituída por um conjunto de 
perceptrões e funções lógico - matemáticas (funções de transferência) que simulam o 
processo de aprendizagem e o seu comportamento dinâmico. Os pesos são os valores 
que representam o grau de importância que cada entrada possui em relação a um 
determinado perceptrão e as funções de transferência são funções matemáticas que 
transferem os sinais entre os neurónios das diferentes camadas.  
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Figura 1.13: Organização da rede neuronal em camadas. 
 
Os dados experimentais são colocados na rede, na camada de entrada, passando 
para as camadas intermédias, onde é feita a maior parte do processamento através das 
funções lógico - matemáticas e, por último, os resultados finais são apresentados na 
camada de saída [58]. 
A optimização da arquitectura da rede é uma tarefa de tentativa – erro em que a 
selecção do número óptimo de perceptrões na camada intermédia é feita através da 
variação do seu número, repetindo o processo de treino e avaliando a sua capacidade de 
generalização. Normalmente, para cada arquitectura são realizados vários treinos 
independentes, e no fim escolhe-se a arquitectura que apresentar melhor capacidade de 
modelação e generalização [58]. 
A característica mais importante das redes neuronais é a capacidade de aprender 
de seu ambiente e com isso melhorar seu desempenho. Isto é feito através de um 
processo iterativo (treino) de ajustes aplicado a seus pesos. O processo iterativo termina 
quando a rede neuronal atinge uma solução generalizada para uma classe de problemas 
[57, 58]. 
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Capítulo II 
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 
O objectivo deste estudo foi investigar o efeito de três variáveis seleccionadas, a 
concentração de poli (ácido láctico), a concentração do poli (álcool vinílico) e a razão de 
volumes da fase contínua/fase dispersa, nas propriedades finais das partículas de PAL, 
nomeadamente, tamanho da partículas e eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. A 
selecção destas variáveis foi efectuada com base em estudos de sistemas semelhantes 
existentes na literatura [11, 16, 33, 52, 59], após uma fase de teste para verificar a magnitude 
dos efeitos das variáveis referidas no sistema em causa (Erro! A origem da referência 
não foi encontrada.). A concentração de PAL utilizada variou entre 40 e 80 mg/ml, a 
concentração de PAV entre 10 e 30 mg/ml e por fim a FC/FD entre 30 e 90. 
A influência da concentração de PAL na fase orgânica adquire um papel importante 
nas características das nanopartículas preparadas, nomeadamente no diâmetro e 
eficiência de encapsulação [16]. De acordo com Lassall et al [16], um aumento da 
concentração de PAL, conduz ao aumento da viscosidade da fase orgânica, reduzindo a 
tensão interfacial e promovendo a formação de gotículas com maiores tamanhos. Ainda, 
um aumento da viscosidade diminui a dispersão da solução orgânica na fase aquosa, 
resultando maiores gotículas, que irão formar nanopartículas com maiores diâmetros 
após evaporação do solvente orgânico. 
O PAV é um tensioactivo muito utilizado na preparação de nanopartículas para 
libertação controlada de princípios activos [16, 59], devido à sua elevada biodegrabilidade e 
biocompatibilidade, apresentado ainda uma elevada solubilidade em soluções aquosas. 
O estudo desta variável é fundamental, pois á escala nanométrica as forças de atracção, 
forças de van der Walls, entre as partículas são muito elevadas, prevalecendo em relação 
às forças repulsivas, o que implica a diminuição da distância entre as partículas 
ocasionando a agregação destas de forma irreversível. De forma a evitar este tipo de 
fenómenos, promove-se a formação de barreiras energéticas [60] Por exemplo, a 
estabilização electrostática que pode ser obtida através da adsorção de moléculas 
carregadas, como agentes tensioactivos catiónicos ou aniónicos, criando uma barreira de 
potencial electrostático que evita a agregação das partículas [60]. 
O efeito da razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa (FC/FD) é 
também um elemento importante para a preparação e encapsulação de princípios 
activos. Segundo Mao et al [33], um aumento da razão FC/FD, isto é, um aumento do 
volume da fase aquosa aumenta a velocidade de precipitação do polímero, o que permite 
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que as partículas formadas possuam menor porosidade. Além disso, o aumento de 
FC/FD aumenta a eficiência de encapsulação e diminui o diâmetro das partículas [33]. 
Tendo como base os métodos de preparação de nanopartículas descritos 
anteriormente foi selecionado o método de emulsão e evaporação do solvente para 
preparar nanopartículas de PAL com ciprofloxacina encapsulada. 
 
2.1. Preparação das nanopartículas 
Reagentes 
Os reagentes químicos utilizados foram o poli (ácido láctico), 110 000 Da, relação 
(L:D) de 96:04 com 0,5% (p/p) de talco fornecido por Dow Cargill, o poli (álcool vinílico) 
80% hidrolizado, 9,000-10,000 Da da Sigma-Aldrich, a ciprofloxacina, fornecida pela 
Bayer AG, diclorometano puriss. p.a. Reag. ACS, Reag. ISO, estabilizado com amileno 
da FLUKA, e água ultra-pura fornecida por LCA. Nenhum dos reagentes foi purificado. 
 
Metodologia 
Preparam-se duas soluções, uma com cerca de 100 mg de PAL e de 3,8 mg de 
ciprofloxacina em 20 ml de Cl2CH2 e outra com cerca de 17000 mg de PAV em 100 ml de 
água ultra-pura. As massas de PAL e ciprofloxacina foram pesadas numa balança (ADA 
180) directamente para um frasco com tampa e rolha. Adicionou-se com uma pipeta o 
volume de Cl2CH2 necessário, fechando o mais rapidamente possível o frasco com tampa 
e rolha para evitar a evaporação do Cl2CH2. Colocou-se a solução à temperatura 
ambiente com agitação constante e lenta. Após dissolução completa do PAL, deixou-se o 
frasco em repouso absoluto durante pelo menos 24 horas para relaxação das cadeias do 
polímero. A solução aquosa de PAV foi preparada num copo de vidro. Adicionaram-se as 
duas soluções num frasco com tampa e utilizou-se o sonicador UltraSonic processor 
(SONICS Vibra Cell TM) durante 6 min a 60 W com pulsos de 3 min, para obter uma 
emulsão. Para evitar a evaporação do Cl2CH2 durante a utilização do sonicador, utilizou-
se um banho com água e gelo. 
De seguida, a emulsão foi transferida para o copo, que se tapou com parafilme 
perfurado e que foi colocado á temperatura ambiente com agitação lenta e constante 
durante pelo menos 24h, para evaporar lentamente o Cl2CH2. Obteve-se uma solução 
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com um pó fino precipitado no fundo do copo. De seguida, centrifuga-se esta solução 
durante 10 min a 10 000rpm, separando a fase aquosa das partículas que se encontram 
depositadas no fundo do tubo. Para remover os restos de tensioactivo, efectuam-se, 3 
lavagens com água ultra-pura à mesma velocidade de rotação durante 2 min. 
Transferem-se as partículas do tubo para a placa de Petri e secam-se numa estufa a 
35ºC. 
 
2.2. Determinação do perfil de libertação 
A velocidade de libertação e o tipo de perfil de libertação de um princípio activo são 
factores importantes a ter em consideração na produção das nanopartículas com 
princípios activos encapsulados [34] e podem ser obtidos por utilização de uma técnica de 
doseamento adequada do princípio activo, como por exemplo, espectrofotometria de UV-
Vis ou FTIR, RMN, espectrometria de massa, entre outras. 
Neste trabalho, a libertação da ciprofloxacina encapsulada in vitro foi estudada ao 
longo do tempo através de leituras de absorvância em espectrofotometria de UV-Vis ao 
comprimento de onda de 274 nm (pico correspondente ao máximo de absorvância da 
ciprofloxacina em água), que permite obter a concentração do antibiótico libertado em 
determinado momento de recolha. Experimentalmente, para o estudo do perfil de 
libertação da ciprofloxacina, pesou-se aproximadamente 40 mg de partículas, 
adicionando 60 ml de H2O ultra-pura. A libertação é realizada num frasco hermético, 
colocado num banho termostático a 370C, sob agitação magnética constante (ponto 4 da 
placa de agitação), retirando-se, periodicamente, uma aliquota para a célula do 
espectrofotómetro, tendo o cuidado de lavar previamente a célula com a amostra, antes 
de ser efectuada a leitura da sua absorvância. O espectro de absorvância da 
ciprofloxacina libertada das nanopartículas é idêntico ao do espectro da solução de 
ciprofloxacina em água ultra-pura preparada directamente, como se pode ver na Figura 
2.1. 
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Figura 2.1: Comparação dos espectros obtidos para a ciprofloxacina: preparação 
directa em água (vermelho) e resultante da libertação das nanopartículas em água (preto). 
 
A determinação experimental do perfil de libertação de ciprofloxacina é efectuada 
através de leituras de absorvância em espectrofotometria de UV-Vis ao longo do tempo, 
obtendo-se a concentração do fármaco libertado em determinado momento por utilização 
da uma recta de calibração (Anexo B). Conhecida a concentração de ciprofloxacina 
libertada em função do tempo pode-se determinar a eficiência de encapsulação ao longo 
do tempo e traçar o perfil de libertação, pela seguinte equação, 
 
ܧܧ (%) = ௠೎೔೛ೝ೚೑೗೚ೣೌ೎೔೙ೌ ೗೔್೐ೝ೟ೌ೏ೌ
௠೎೔೛ೝ೚೑೗೚ೣೌ೎೔೙ೌ ೔೙೔೎೔ೌ೗  × 100  (3) 
 
Este procedimento foi repetido para cada uma das condições em estudo. Sabendo 
que o perfil de libertação pode ser descrito por uma equação do tipo EE = a (b – e -ct), 
efectuou-se o ajuste dos pares de valores concentração e tempo calculando-se o valor 
das 3 constantes a, b e c. Na Figura 2.2. apresenta-se um exemplo do ajuste do modelo 
aos pontos experimentais. Os parâmetros axb e c possuem significado físico sendo axb a 
eficiência de encapsulação máxima (EEmáxima). Este ajuste é necessário para a análise do 
planeamento experimental. 
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Figura 2.2: Perfil de libertação experimental e modelo de ajuste. 
2.3. Determinação dos diâmetros das partículas 
As medições experimentais do diâmetro das partículas foram realizadas recorrendo 
à técnica de dispersão dinâmica de luz laser (DLS). Os parâmetros medidos são o 
diâmetro médio, o diâmetro médio do pico com maior percentagem e o índice de 
polidispersidade (PdI) e os quais podem ser medidos em três escalas distintas: 
intensidade de luz refractada, número de partículas ou volume das partículas [61]. A 
comparação e a análise das curvas obtidas em termos de intensidade de luz refractada e 
de número de partículas, permite concluir que os resultados são mais reprodutíveis nesta 
última escala, tendo portanto os resultados sido recolhidos em termos de número de 
partículas [61]. 
A recolha das partículas para a medição do seu diâmetro foi efectuada após a 
centrifugação e antes da secagem, quando as partículas ainda se encontravam em 
suspensão. Em todas as amostras obteve-se uma distribuição unimodal com forma de 
gaussiana, como se pode ver através do exemplo na Figura 2.3. Para cada análise foram 
realizadas pelo menos três leituras concordantes, à mesma amostra. 
 
 
Figura 2.3: Distribuição unimodal dos tamanhos das nanopartículas, a T=25ºC. 
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2.4. Resultados: Efeito das variáveis em estudo 
2.4.1. Efeito da concentração de PAL 
Realizaram-se três ensaios com diferentes concentrações de PAL a 40, 60 e 80 
mgml-1, mantendo a concentração de tensioactivo na fase aquosa a cerca de 20 mgml-1 e 
a razão fase contínua/fase dispersa = 60. Como se pode ver através da Figura 2.4, para 
as concentrações de PAL escolhidas não existiu alteração significativa do diâmetro médio 
das nanopartículas produzidas. Tal como já foi referido anteriormente aumento da 
concentração de PAL, aumenta a viscosidade da solução orgânica e reduz a tensão 
interfacial o que resulta em gotículas com maiores tamanhos, que após a evaporação do 
solvente formam nanopartículas de tamanhos mais elevados, facto que não aconteceu. 
 
Figura 2.4: Efeito da concentração de PAL no diâmetro das nanopartículas e na 
eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. 
 
Em relação á eficiência de encapsulação pode-se afirmar que ao aumentar a 
concentração de PAL na fase orgânica a eficiência de encapsulação diminui 
drasticamente. Um aumento da concentração de PAL ocasiona normalmente partículas 
com maior espessura, o que dificulta a libertação da ciprofloxacina diminuindo a EE. 
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2.4.2. Efeito da concentração de PAV 
Para este estudo utilizaram-se três concentrações diferentes de PAV na fase 
aquosa de 10, 20 e 30 mgml-1 (mantendo a [PAL] = 60 mg/ml e uma FC/FD = 60). Os 
resultados obtidos encontram-se representados na Figura 2.5. 
 
Figura 2.5: Efeito da concentração de PAV no diâmetro das nanopartículas e na 
eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. 
 
Como se pode ver pela Figura 2.5, o diâmetro médio das nanopartículas não varia 
de forma monótona com a concentração de PAV, aumentando de 404,6 nm para 473 nm 
e diminuindo drasticamente para 7,5 nm, para a solução mais concentrada. Existem 
vários factores que podem explicar a diminuição do tamanho das gotículas com o 
aumento da concentração de PAV na fase aquosa. Uma concentração de PAV elevada 
ocasiona uma diminuição da tensão superficial solvente orgânico / água promovendo a 
formação de gotículas mais pequenas. Por outro lado, e uma vez que se trata de um 
tensioactivo polimérico, o aumento da concentração de PAV provoca também um 
aumento da viscosidade da fase aquosa, resultando numa diminuição do tamanho das 
particulas. Ainda, durante o processo de evaporação do solvente orgânico, o PAV evita a 
coalescência das gotículas. Já depois da remoção do solvente orgânico, mais moléculas 
de PAV podem ser incorporadas na superfície das nanopartículas e os grupos hidroxilo 
estendem-se pela fase contínua, formando uma camada superficial hidratada, o que 
impede a agregação das nanopartículas [59]. 
Se a concentração de tensioactivo for baixa, ocorre agregação das gotas 
polímericas, mas se esta for muito elevada, a eficiência de encapsulação do princípio 
activo pode ser reduzida devido á interacção princípio activo–tensioactivo [37]. No intervalo 
de concentrações em estudo, verifica-se que a eficiência de encapsulação aumenta com 
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o aumento da concentração de tensioactivo utilizado. De facto, as nanopartículas 
preparadas a partir da solução com concentração de 30 mg/ml de PAV possuem um 
diâmetro médio bastante reduzido e uma eficiência de encapsulação da ciprofloxacina 
inesperadamente elevada. 
2.4.3. Efeito da razão entre os volumes da fase 
contínua/fase dispersa 
Foram seleccionadas três razões de volume fase contínua/fase dispersa de 30, 60 
e 90, mantendo a concentrações de PAL e PAV a 60 mg ml-1 e 20 mg ml-1, 
respectivamente. 
 
Figura 2.6: Efeito da razão de volumes entre a fase contínua / fase dispersa no 
diâmetro das nanopartículas e na eficiência de encapsulação da ciprofloxacina. 
 
Como se pode verificar através na Figura 2.6, um aumento da razão dos volumes 
entre a fase contínua e a fase dispersa dá origem a uma diminuição do diâmetro médio 
das nanopartículas produzidas. Este efeito encontra-se documentado na literatura, como 
foi mencionado na introdução, e pode ser explicado através do aumento do volume da 
fase aquosa o que ocasiona uma maior estabilização das gotículas. A eficiência de 
encapsulação não varia de forma monótona com este parâmetro, diminuindo até 
FC/FD=60 e aumentando para FC/FD=90. 
Este parâmetro ilustra a variedade de comportamentos que se podem obter por 
variação dos parâmetros escolhidos, justificando a necessidade de recorrer a técnicas de 
planeamento experimental. 
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2.5. Propriedades das partículas 
Uma vez que a caracterização da superfície das partículas é importante no contexto 
da libertação controlada de princípios activos recorreu-se à microscopia electrónica de 
varrimento, realizada recorrendo um microscópio FEG−SEM Hitachi S4100, a 25 kV, para 
visualizar as partículas preparadas. Para o efeito, utilizou-se uma amostra em que a 
[PAL]=10 mg/ml, [PAV]=17 mg/ml e FC/FD=5. Embora esta amostra não possua valores 
dos parâmetros utilizados no trabalho ela foi preparada na fase de teste das variáveis. 
Como se pretende apenas avaliar de forma simples a superfície das nanopartículas ela 
foi utilizada nesse contexto. A preparação da amostra para SEM consiste em pesar uma 
pequena quantidade de amostra sólida foi diluída num pequeno volume de água ultra-
pura. De seguida, foram depositadas em substratos de vidro que por sua vez estavam 
colados com cola de carbono a um suporte metálico e deixadas a secar. Antes de se 
proceder à análise, as amostras foram cobertas com um filme de carbono. Os resultados 
obtidos estão apresentados na Figura 2.7. 
  a) 
  b) 
Figura 2.7: Imagens de SEM da superfície das nanopartículas: a) vista geral da 
amostra e b) ampliação da superfície. 
 
Como se pode ver na Figura 2.7 a), as partículas da amostra têm uma forma 
esférica com tamanhos semelhantes entre si, podendo a amostra se classificada como 
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bastante homogénea. As nanopartículas embora um pouco aglomeradas possuem forma 
perfeitamente esférica indicando uma boa estabilidade da emulsão. A superfície das 
partículas embora lisa apresenta no entanto pequenas irregularidades circulares. 
 
Uma outra propriedade importante das partículas é a sua carga superficial que 
fornece uma indicação da sua estabilidade em suspensão. Ao existir uma elevada carga 
eléctrica à superfície, esta é suficientemente forte para criar repulsão entre as partículas 
impedindo-as de se agregarem [62]. Além disso, dá-nos a indicação do carácter hidrofílico 
ou hidrofóbico da partícula. O valor da carga superficial é normalmente estimado 
recorrendo ao potencial zeta (ZP). As medições do potencial zeta foram realizadas com 
um equipamento Zetasizer Zano-ZS, da Malvern. 
As nanopartículas obtidas possuem um valor de potencial zeta negativo (ZP=-14,5 
mV), logo possuem um carácter hidrofílico. Pelo seu valor médio de potencial zeta pode-
se afirmar que apresentam uma estabilidade moderada. 
 
Para confirmar a encapsulação da ciprofloxacina, uma amostra de nanopartículas em 
pó foi analisada por FTIR, espectrómetro MATTSON 7000 e os espectros obtidos são 
apresentados na Figura 2.8. A identificação dos vários picos foi efectuada e enquanto a 
maioria dos picos observados são devido à presença de PAL, o pico a cerca de 3300 nm 
é devido à presença de ligações de hidrogénio e azoto. Como neste sistema a única fonte 
de azoto é a ciprofloxacina, esta banda indica que a encapsulação foi bem sucedida. Este 
facto é também corroborado pela área do pico, que é elevada demais para ser uma 
contaminação. 
 
 
Figura 2.8: Espectros de FTIR sobrepostos das nanopartículas de PAL com 
ciprofloxacina encapsulada e seus constituintes. 
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3. ANÁLISE MULTIVARIADA 
O planeamento experimental foi usado para estudar os efeitos de três factores, 
variáveis independentes, na eficiência de encapsulação máxima (EEmáxima) em 
nanopartículas de PLA com ciprofloxacina, pois é o factor mais importante a considerar 
num estudo do perfil de libertação controlada. A síntese das nanopartículas foi baseada 
no método de emulsão e evaporação do solvente, já descrito no capítulo anterior e 
detalhado na primeira parte da parte experimental. 
As variáveis independentes em estudo foram a concentração de PAL, a 
concentração de PAV e a FC/FD. Cada variável independente foi estudada a cinco níveis, 
com α=1,682, estando representadas na Tabela 3.1, segundo um planeamento 
experimental de compósito central circunscrito. 
 
Tabela 3.1: Variáveis e seus níveis em estudo neste planeamento experimental. 
Variáveis independentes Símbolo 
Níveis das variáveis 
- 1,682 -1 0 1 + 1,682 
Concentração de PAL /mg ml-1 [PAL] 40 48 60 72 80 
Concentração de PAV /mg ml-1 [PAV] 10 14 20 26 30 
Razão entre os volumes da fase 
contínua / fase dispersa FC/FD 30 42 60 78 90 
 
A constituição de cada ensaio e seu respectivo resultado experimental são apresentados 
na Tabela 3.2. 
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Tabela 3.2: Resultados experimentais para cada ensaio. 
PAL PAV FC/FD EE maxima 
39,66 20,03 60,00 33,69 
48,28 14,00 42,00 29,60 
46,75 14,00 78,00 93,24 
47,31 26,00 42,00 10,33 
48,36 26,00 78,00 11,97 
59,61 20,01 60,00 26,57 
59,69 20,01 60,00 25,11 
59,91 20,02 30,00 48,03 
60,20 20,00 90,00 47,92 
60,38 20,01 60,00 27,35 
60,93 20,01 60,00 44,49 
61,06 10,01 60,00 14,88 
61,09 20,00 60,00 31,79 
61,19 30,00 60,00 61,83 
70,88 26,00 78,00 21,80 
71,40 26,00 42,00 29,50 
71,85 14,01 42,00 91,91 
72,23 13,98 78,00 54,39 
79,88 20,00 60,00 4,79 
 
3.1. Ajuste de Modelos 
Dentro do contexto deste subcapítulo, o objectivo principal foi caracterizar a relação 
entre as variáveis estudadas e a eficiência de encapsulação. Este foi executado através 
da tentativa de construção de um modelo matemático que fosse capaz de descrever o 
comportamento das variáveis em função da resposta. 
Foram testados vários modelos lineares (1ª, 2ª, 3ª e 4ª ordem com e sem 
interacção) e modelos não lineares como se pode ver na Tabela 3.3, através de 
programação em MatLab (ver Erro! A origem da referência não foi encontrada.Erro! A 
origem da referência não foi encontrada.). Após várias tentativas, através deste 
ajustamento podemos concluir que nenhum dos modelos lineares estudados se ajusta 
aos nossos valores experimentais. 
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Tabela 3.3: Resumo de todos os modelos realizados. 
Modelo R2 Ftab Fajuste 
 
9,90E-02 3,74E+00 6,59E-01 
 
1,35E-01 3,34E+00 5,70E-01 
 
6,03E-01 2,96E+00 2,73E+00 
 
6,04E-01 2,85E+00 2,04E+00 
 
7,20E-01 2,70E+00 1,93E+00 
 
7,20E-01 2,70E+00 1,93E+00 
 
8,03E-01 2,56E+00 2,43E+00 
 
8,06E-01 2,53E+00 2,70E+00 
 
2,59E-01 3,74E+00 2,09E+00 
 
1,48E-01 3,74E+00 1,06E+00 
 
2,77E-01 3,74E+00 1,77E+00 
 
1,63E-01 3,74E+00 1,17E+00 
 
Em todos os casos estudados e em particular aos exemplos referidos acima, o 
Ftabelado > Fajuste, ou seja, a variância dos factores não é significativamente superior à 
variância residual. Observa-se também que todos os modelos têm coeficientes de 
correlação reduzidos, portanto, não adequados. 
[ ] [ ] /1 0 1 2 3EE b b PAL b PAV b FC FDmáxima    
[ ] [ ] / [ ][ ] /2 0 1 2 3 4EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL PAV FC FDmáxima     
2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]53 0 1 2 3 4
2
/6
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD
      

2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]54 0 1 2 3 4
2/ [ ][ ] /76
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD b PAL PAV FC FD
      
 
2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]55 0 1 2 3 4
2 3 3 3/ [ ] [ ] /76 8 9
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD b PAL b PAV b FC FD
      
   
2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]56 0 1 2 3 4
2 3 3 3
/ [ ] [ ] /76 8 9
[ ][ ] /10
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD b PAL b PAV b FC FD
b PAL PAV FC FD
      
    

2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]57 0 1 2 3 4
2 3 3 3 4
/ [ ] [ ] / [ ]76 8 9 10
4 4
[ ] /11 12
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD b PAL b PAV b FC FD b PAL
b PAV b FC FD
      
     
 
2 2
[ ] [ ] / [ ] [ ]58 0 1 2 3 4
2 3 3 3 4
/ [ ] [ ] / [ ]76 8 9 10
4 4[ ] / [ ][ ] /11 12 13
EE b b PAL b PAV b FC FD b PAL b PAVmáxima
b FC FD b PAL b PAV b FC FD b PAL
b PAV b FC FD b PAL PAV FC FD
      
    
  

cos[ ] cos[ ] cos /9 0 1 2 3EE b b PAL b PAV b FC FDmáxima    
[ ] [ ] /10 0 1 2 3EE b b sen PAL b sen PAV b sen FC FDmáxima    
tan[ ] tan[ ] tan /11 0 1 2 3EE b b PAL b PAV b FC FDmáxima    
[ ] [ ] /
e12 0 1 2 3
PAL PAV FC FDEE b b e b b emáxima    
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A visualização do comportamento dos dados em estudo é um aspecto importante 
em análise estatística em química, de tal modo que é prática corrente a utilização de 
representações gráficas. Assim sendo, serão aqui expostos apenas para o caso do 
modelo linear de 3ª ordem (EEmáxima 5) e modelo linear de 3ª ordem com interacção 
(EEmáxima 6). Como no nosso estamos a estudar três variáveis e seu comportamento em 
relação a uma resposta para podermos representar graficamente tinha de ser a quatro 
dimensões pelo que se optou por representar a três dimensões com uma das variáveis 
constante, sendo a variável escolhida a FC/FD. Na Figura 3.1e Figura 3.2, apresentam-se 
os gráficos dos modelos anteriormente referidos apenas para o caso de FC/FD=60. 
Observando as duas representações gráficas conclui-se que considerando a interacção a 
distribuição dos pontos sofre uma ligeira curvatura, apesar de ser a que melhor se 
adequa aos valores. Apesar disso, não corresponde uma representação correcta dos 
nossos ensaios como se pode ver pelas figuras não existe uma completa sobreposição 
dos valores experimentais às superfícies de resposta obtidas. 
 
Figura 3.1: Modelo linear de 3ª ordem, assumindo que FC/FD=60. 
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Figura 3.2: Modelo linear de 3ª ordem com interacção para a FC/FD=60. 
 
Não tendo sido possível ajustar nenhum modelo recorreu-se à utilização de redes 
neuronais artificias. 
3.2. Redes Neuronais Artificiais 
Os ensaios foram separados em dois grupos, como pode ver pela Tabela 3.4. O 
primeiro conjunto, designado conjunto de aprendizagem, permite seleccionar a rede com 
melhor desempenho. O segundo conjunto, denominado por conjunto de simulação, tem 
como objectivo de extrapolar os resultados da rede do primeiro conjunto e deste modo 
testar o seu desempenho num contexto de previsão. A composição dos grupos foi 
realizada de modo aleatório, sendo o grupo aprendizagem constituído por 2/3 dos dados 
experimentais totais. 
Para a rede, representada na Figura 3.3, foram definidas como variáveis de entrada 
(inputs), a [PAL], a [PAV] e FC/FD e como variável de saída (outputs), a EE máxima. 
Primeiramente, utilizou-se a função “adapt” que permite à rede neuronal converter os 
pesos e os desvios em inputs. De seguida, realizou-se o treino com a função “trainlm”, 
através do algoritmo de “back-propagation”, sendo a função de transferência utilizada a 
“logsig”. 
 
 
Figura 3.3: Arquitectura da rede utilizada. 
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Tabela 3.4: Definição do conjunto de aprendizagem e de simulação. 
Grupo [PAL] [PAV] FC/FD EE máxima 
experimental 
Aprendizagem 
59,91 20,02 30,00 48,03 
71,40 26,00 42,00 29,50 
71,85 14,01 42,00 91,91 
48,28 14,00 42,00 29,60 
47,31 26,00 42,00 10,33 
39,66 20,03 60,00 33,69 
79,88 20,00 60,00 4,790 
61,06 10,01 60,00 14,88 
61,19 30,00 60,00 61,83 
59,61 20,01 60,00 26,57 
61,09 20,00 60,00 31,79 
48,36 26,00 78,00 11,97 
70,88 26,00 78,00 21,80 
46,75 14,00 78,00 93,24 
76,85 20,00 78,00 59,51 
80,00 30,00 78,00 16,27 
68,00 20,00 78,00 26,38 
40,55 10,00 78,00 31,33 
41,10 30,00 78,00 23,22 
72,23 13,98 78,00 54,39 
60,20 20,00 90,00 47,92 
Simulação 
60,01 20,02 30,00 51,46 
60,55 20,01 60,00 28,85 
59,69 20,01 60,00 25,11 
60,38 20,01 60,00 27,35 
76,23 10,00 78,00 32,94 
50,15 20,00 78,00 48,17 
 
 
Da análise da Tabela 3.5 pode-se concluir que a rede não se ajustava aos valores 
do conjunto aprendizagem, ou seja, a rede não estava a aprender para os dados que lhe 
eram fornecidos. Por isso, optou-se por utilizar o método “leave one out” e como se pode 
ver na Tabela 3.5 já não existia a diferença entre os dados que eram fornecidos á rede e 
a resposta da rede a essas mesmas variáveis. 
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Tabela 3.5: Comparação entre os dados experimentais e o resultado da rede. 
Grupo EEmáxima 
experimental 
EEmáxima obtida 
pela rede 
EEmáxima obtida 
pela rede pelo método 
“leave one out” 
Aprendizagem 
48,03 47,41 48,03 
29,5 31,27 29,50 
91,91 82,62 91,91 
29,6 30,22 29,60 
10,33 11,35 10,33 
33,69 33,65 33,69 
4,79 13,81 4,79 
14,88 18,24 14,88 
61,83 60,85 61,83 
26,57 28,92 26,57 
31,79 31,79 31,79 
11,97 12,04 11,97 
21,8 22,04 21,80 
93,24 87,38 93,24 
59,51 59,51 59,50 
16,27 16,27 16,27 
26,38 26,38 26,38 
31,33 31,33 31,33 
23,22 23,22 23,22 
54,39 53,04 54,39 
47,92 48,01 47,92 
 
Ao aplicar o método “leave one out” no conjunto de aprendizagem, a rede ajusta-se 
novamente aos dados. Este método consiste em aprender a rede através de dados 
deixando sempre um ensaio de fora que depois é adicionado de seguida à rede e esta 
reaprende novamente a partir desse valor, e assim sucessivamente para todos os 
ensaios correspondentes ao conjunto de aprendizagem. 
Por fim, fez-se simulação dos dados, através da função “sim” tendo-se obtido os 
resultados apresentados na Tabela 3.6. 
Tabela 3.6: Dados finais do grupo de simulação. 
Grupo EEmáxima experimental EEmáxima obtida pela rede 
Simulação 
51,46 45,98 
28,85 30,14 
25,11 26,80 
27,35 29,50 
32,94 91,71 
48,17 45,17 
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Pela tabela, pode-se verificar que a rede aprendeu muito bem pelo método “leave 
one out” o conjunto de treino. Através da simulação da rede, esta consegue atingir quase 
todos os dados pertencentes ao grupo de simulação, apenas um ensaio (a azul) fica de 
fora do alcance da rede. Pela visualização da Figura 3.4 é compreensível o valor deste 
ensaio uma vez que é um extremo do intervalo escolhido e não estava incluído no 
conjunto aprendizagem logo a rede não tem qualquer informação sobre o seu 
comportamento. 
 
 
Figura 3.4: Representação de todos os dados experimentais utilizados na análise 
estatística. 
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4. CONCLUSÕES FINAIS 
Neste trabalho, foi possível preparar com sucesso nanopartículas PAL através do 
método de emulsão e evaporação do solvente com o objectivo de encapsular a 
ciprofloxacina. Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam claramente o papel do 
planeamento experimental, uma vez que não é possível sem ele controlar a eficiência de 
encapsulação máxima e o diâmetro médio das partículas simultaneamente. Por isso, este 
tipo de trabalhos experimentais ainda recorre sistematicamente a métodos “básicos” 
como o de erro e tentativa, uma vez que variáveis como propriedades termofísicas dos 
princípios activos, dos polímeros biodegradáveis, dos solventes orgânicos, dos 
tensioactivos e também o próprio método de preparação utilizado, podem afectar de 
forma não previsível os resultados experimentais. 
Os efeitos da concentração poli(ácido láctico), da concentração do poli(álcool 
vínilico) e a razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa foram analisados em 
termos do diâmetro médio das partículas e da eficiência de encapsulação da 
ciprofloxacina.  
Ao longo deste trabalho experimental foi possível verificar que não existe uma 
relação entre o diâmetro das nanopartículas e a eficiência de encapsulação, ao contrário 
do que era esperado pois inicialmente era previsto que nanopartículas mais pequenas 
teriam uma maior eficiência de encapsulação, facto que não acontece. Desta forma e, 
embora o número de experiências efectuadas seja reduzido, optou-se por utilizar outros 
métodos como as redes neuronais. De facto, as redes neuronais foram o único método 
que conseguiu construir um modelo estatístico capaz de descrever o comportamento dos 
dados experimentais relativos à eficiência de encapsulação. Além disso, a rede neuronal 
obtida previu quase todos os dados desconhecidos da rede. No entanto, não se pode 
afirmar com certeza que ao utilizar um lote para o qual a rede previu que as 
nanopartículas de PAL tivessem um elevada eficiência de encapsulação, pois dever-se-ia 
ter realizado uma maior quantidade de experiências. 
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5. TRABALHO FUTURO 
Tal como foi evidenciado ao longo deste trabalho, a preparação de sistemas de 
entrega terapêutica com um determinado perfil de libertação não é tarefa fácil e depende 
de inúmeras variáveis, que se encontram correlacionadas de formas variadas e 
inesperadas, sendo necessário recorrer a métodos matemáticos sofisticados. A nível 
mais imediato seria interessante testar a preparação de nanopartículas utilizando o 
mesmo sistema (PAL, PAV, ciprofloxacina) mas outra técnica de preparação como a da 
nanoprecipitação. Desta forma poder-se-iam comparar resultados de ambos os métodos 
e estabelecer qual o mais eficaz. Outro estudo interessante seria utilizar PAL e PAV para 
preparar nanopartículas com outra fluoroquinolona que fosse estruturalmente semelhante 
com a ciprofloxacina, de forma a tentar estabelecer algum paralelismo entre os 
resultados.  
Do ponto de vista da toxicidade, o ensaio de solventes menos tóxicos como acetato 
de etilo ou os tão discutidos líquidos iónicos, ou novas metodologias poderiam constituir 
um passo em frente na implementação de uma indústria farmacêutica mais amiga do 
ambiente.  
Como já foi referido neste trabalho, as características das partículas finais são 
definidas pelas propriedades físico-químicas de todas as espécies envolvidas no 
processo de preparação das nanopartículas (princípios activos, polímeros, solventes, 
tensioactivos) e pelo próprio método de preparação utilizado, existindo por isso um longo 
caminho a percorrer neste tipo de aplicação. 
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ANEXOS 
Anexo A: Método optimizado. 
Após a realização de vários testes sobre a influência de diversos factores que 
afectam o tamanho das nanopartículas, optimizou-se o método para uma FC/FD=5. O 
efeito da variação da concentração de PAL na fase orgânica e da variação da 
concentração de PAV na fase aquosa estão apresentadas de uma forma breve na Figura 
A.1 e na Figura A.2. 
 
Figura A.1: Efeito da concentração de PAV no tamanho das nanopartículas 
([PAL]=100 mg/ml e FC/FD=5). 
 
Figura A.2: Efeito da concentração de PAL no diâmetro das nanopartículas 
([PAV]=17,5 mg/ml e FC/FD=5). 
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Assim, os resultados obtidos indicam que o tamanho médio das nanopartículas é 
mínimo quando [PAL] = 10 mg/ml e [PAV] = 17,5 mg/ml para uma FC/FD=5. 
 
Anexo B: Recta de Calibração. 
Neste Anexo encontra-se apresentada a recta de calibração, concentração em 
função da absorvância, da ciprofloxacina à temperatura ambiente para um comprimento 
de onda de 274 nm. 
 
Figura B.1: Recta de calibração da ciprofloxacina em água, à temperatura ambiente, 
para λ=274nm. 
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Anexo C: Efeito de concentração de PAL. 
Nas seguintes Tabelas encontra-se o efeito da concentração de PAL no diâmetro 
médio das nanopartículas obtidas e na eficiência de encapsulação assim como as 
constantes do modelo de ajuste. 
 
Tabela C.1: Efeito da concentração de PAL no diâmetro médio das nanopartículas 
obtidas e na eficiência de encapsulação. 
[PAL] /mgml-1 Diâmetro /nm EE % 
40 456,80 33,69 
60 473,00 25,11 
80 450,60 4,79 
 
Tabela C.2: Coeficientes do modelo de ajuste em função da concentração de PAL. 
[PAL] /mgml-1 a b c 
40 4,41 7,69 0,33 
60 40,00 1,42 0,55 
80 1,69 2,83 0,37 
 
O perfil de libertação obtido para as três concentrações de PAL estudadas 
encontra-se ilustrado na Figura C.1. 
 
 
Figura C.1: Efeito da concentração de PAL no perfil de libertação. 
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Anexo D: Efeito de concentração de PAV. 
Nas seguintes Tabelas encontra-se o efeito da concentração de PAV no diâmetro 
médio das nanopartículas obtidas e na eficiência de encapsulação, assim como as 
constantes do modelo de ajuste. 
 
Tabela D.1: Efeito da concentração de PAV no diâmetro médio das nanopartículas 
obtidas e na eficiência de encapsulação. 
[PAV] /mgml-1 Diâmetro /nm EE % 
10 404,00 14,88 
20 473,00 25,11 
30 7,50 61,83 
 
Tabela D.2: Coeficientes do modelo de ajuste em função da concentração de PAV. 
[PAV] /mgml-1 a b c 
10 13,20 1,12 0,37 
20 40,00 1,42 0,55 
30 52,40 1,18 0,40 
 
O perfil de libertação obtido para as três concentrações de PAV estudadas 
encontra-se ilustrado na Figura D.1. 
 
 
Figura D.1: Efeito da concentração de PAV no perfil de libertação. 
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Anexo E: Efeito da razão entre os volumes da fase contínua/fase dispersa. 
Nas seguintes Tabelas encontra-se o efeito da FC/FD no diâmetro médio das 
nanopartículas obtidas e na eficiência de encapsulação, assim como as constantes do 
modelo de ajuste. 
 
Tabela E.1: Efeito da FC/FD no diâmetro médio das nanopartículas obtidas e na 
eficiência de encapsulação. 
FC/FD Diâmetro /nm EE % 
40 569,40 48,03 
60 473,00 25,11 
80 8,73 47,92 
 
Tabela E.2: Coeficientes do modelo de ajuste em função da FC/FD. 
FC/FD a b c 
30 39,40 1,22 0,41 
60 40,00 1,42 0,55 
90 39,40 1,22 0,26 
 
O perfil de libertação obtido para as três razões FC/FD estudadas encontra-se 
ilustrado na Figura E.1. 
 
 
Figura E.1: Efeito da FC/FD no perfil de libertação. 
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Anexo F: M-file da programação. 
Y=EEmáxima;  
um=ones(19,1); 
Y_med=mean(Y); 
n=19;%Número de dados 
 
%Modelo linear de 3ª ordem 
X=[um PAL PAV FC/FD PAL.^2 PAV.^2 FC/FD.^2 PAL.^3 PAV.^3 FC/FD.^3]; 
p=9;%Número de variáveis 
B=(inv(X'*X))*(X'*Y); 
Y_est=X5*B; 
SSfactores=(Y_est-Y_med)'*(Y_est-Y_med); 
SSresidual=(Y-Y_est)'*(Y-Y_est); 
F_calc=(SSfactores/(p-1))/(SSresidual/(n-p)); 
F_tab=finv(0.95,p-1,n-1); 
SScorrigido=(Y-Y_med)'*(Y-Y_med); 
R2=SSfactores/SScorrigido; 
figure; 
plot3(PAL,PAV,Y,'d'); 
xlabel('[PAL] mg/ml') 
ylabel('[PAV] mg/ml') 
zlabel('EEmáxima %') 
title('Modelo linear de 3ª ordem, assumindo que FC/FD=60') 
grid on; 
hold; 
[Xn,Yn]=meshgrid(linspace(39,80),linspace(9,31)); 
Z=B(1,1)+B(2,1).*Xn+B(3,1).*Yn +B(4,1).*60 +B(5,1).*Xn.*Xn +B(6,1).*Yn.*Yn 
+B(7,1).*60.*60 +B(8,1).*Xn.*Xn.*Xn+B(9,1).*Yn.*Yn.*Yn + B(10,1).*60.*60.*60; 
mesh(Xn,Yn,Z) 
 
%Modelo linear de 3ª ordem com interacção% 
X1=[um PAL PAV FC/FD PAL.^2 PAV.^2 FC/FD.^2 PAL.^3 PAV.^3 FC/FD.^3 
PAL.*PAL.*FC/FD]; 
P1=10;%Número de variáveis 
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64 
B1=(inv(X1'*X1))*(X1'*Y); 
Y_med=mean(Y); 
Y_est1=X1*B1; 
SSfactores1=(Y_est1-Y_med)'*(Y_est1-Y_med); 
SSresidual1=(Y-Y_est1)'*(Y-Y_est1); 
F_calc1=(SSfactores1/(p1-1))/(SSresidual1/(n-p1)); 
F_tab1=finv(0.95,p1-1,n-1); 
SScorrigido1=(Y-Y_med)'*(Y-Y_med); 
R2_1=SSfactores1/SScorrigido1; 
figure; 
plot3(PAL,PAV,Y,'d'); 
xlabel('[PAL] mg/ml') 
ylabel('[PAV] mg/ml') 
zlabel('EEmáxima %') 
title('Modelo linear de 3ª ordem com interacção, assumindo que FC/FD=60') 
grid on; 
hold; 
[Xn,Yn]=meshgrid(linspace(39,80),linspace(9,31)); 
Z1=B1(1,1)+B1(2,1).*Xn+B1(3,1).*Yn +B1(4,1).*60 +B1(5,1).*Xn.*Xn 
+B1(6,1).*Yn.*Yn +B1(7,1).*60.*60 +B1(8,1).*Xn.*Xn.*Xn+B1(9,1).*Yn.*Yn.*Yn 
+B1(10,1).*60.*60.*60 +B1(11,1).*Xn.*Yn.*60; 
mesh(Xn,Yn,Z1) 
 
